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Verfahren zur individuellen Anpassung von Anregungsintensitaten bei 
einem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop und Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskop zur Durchfiihrung des Verfahrens 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur individuellen Anpassung von Anre- 
gungsintensitaten bei einem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop und ein Multi- 
band-Fluoreszenz-Mikroskop zur Durchfuhrung des Verfahrens entsprechend 
den-Merkmalen des Oberbegriffs der unabhangigen Anspruche. 

Bei der Multiband-Fluoreszenz-Mikroskopie steht der Anwender haufig vor 
dem Problem, dafi die verschiedenen Fluoreszenzbander im Mikroskopbild 
unterschiedliche Intensitaten aufweisen und nicht gleichmaliig sichtbar sind. 
Die Ursache liegt haufig in den unterschiedlichen Anregungsintensitaten im 
Beleuchtungsstrahlengang oder auch in der unterschiedlichen Sperrung der 
Fluoreszenzintensitaten durch ein Sperrfilter im Abbildungsstrahlengang. 
Auch unterschiedliche Konzentrationen der Fluoreszenz-Farbstoffe fur die 
verschiedenen Anregungsbander schon beim Anfarben derzu betrachtenden 
Objekte oder das allmahlichen Ausbleichen der Farbstoffe, das sogenannte 
Fading, fuhren zu unterschiedlichen Intensitaten der Fluoreszenzbander im 
Mikroskopbild. Die unterschiedlichen Intensitaten der Fuoreszenzbander er- 
weisen sich insbesondere dann als problematisch, wenn das Mikroskop-Bild 
fotografisch festgehalten werden soil. Dann wird der intensitatsschwache An- 
teil des Fluoreszenzlichts auf dem Foto zu schwach wiedergegeben oder ist 
gar nicht sichtb ar. Nur moglichst gleiche Intensitaten der Fluoreszenzbander 
ermoglichen einwandfreie Fotos des Mikroskop-Bildes. 



Die US 5,371 ,624 gibt ein Fluoreszenz-Mikroskop mit nur zwei Anregungs- 
bandern an, in dem die Intensitaten der beiden Anregungsbander abwech- 
selnd beeinflulit werden konnen. Es enthalt einen Beleuchtungsstrahlengang 
mit einer Lichtquelle und einem Anregungsfilter, das aus dem Licht der Licht- 
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quelle mehrere Anregungsbander unterschiedlicher Lichtwellenlangen er- 
zeugt. Ferner weist es einen Teilerspiegel, ein Ausgangsfilter (auch ais 
Sperrfilter oder Emissionsfilter bezeichnet) fur das Fluoreszenzlicht sowie ein 
Filterelement zur Beeinflussung der Intensitaten der Anregungsbander auf. 

5 Das Filterelement kann durch Kippen gegenuber der optischen Achse stufen- 
los zwischen zwei Endstellungen mit zwei fest vorgegebenen Werten der 
Transmissionsgrade des einen bzw. des anderen Anregungsbandes umge- 
schaltet werden. In der einen Endstellung dampft es nur das erste Anre- 
gungsband, in der anderen Endstellung nur das zweite Anregungsband und 

10 zwischen den beiden Endstellungen keines der beiden Anregungsbander. 

Eine Absenkung des Transmissionsgrads des jeweiligen Anregungsbandes ist 
nur bis zu dem fest vorgegebenen Wert moglich. Eine Variation zwischen ei- 
ner maximalen Transmission und einem Wert Null, d.h. bis zu einer vollstan- 
digen Unterdruckung eines der beiden Anregungsbander, ist jedoch nicht 

15 moglich. Aufierdem konnen nur zwei Anregungsbander beeinflufSt werden. 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur individuellen 
Anpassung von Anregungsintensitaten bei einem Multiband-Fiuoreszenz- 
Mikroskop und ein Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur Durchfuhrung des 
Verfahrens anzugeben, in welchen wahlweise eines oder mehrere der Anre- 
20 gungsbander entweder teilweise oder auch vollstahdig ausgefiltert werden 

konnen. Dazu soli der Transmissionsgrad fur jedes Anregungsband mit einfa- 
chen Mitteln stufenlos einstellbar sein. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemali durch die kennzeichnenden Merkmale 
der unabhangigen Anspruche gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben 
25 sich aus den Merkmalen der Unteranspruche. 

Das erfindungsgemafSe Verfahren geht von einem bekannten Multiband- 
Fluoreszenz-Mikroskop aus, in dem in einem Beleuchtungstrahlengang aus 
dem Licht einer Lichtquelle mithilfe eines Anregungsfilters mehrere Anre- 
gungsbander unterschiedlicher Lichtwellenlangen erzeugt werden. Die Anre- 
3 0 gungsbander beleuchten ein mit Fluoreszenz-Farbstoffen prapariertes Fluo- 
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reszenz-Objekt und werclen von diesem in frequenzverschobene Fluores- 
zenzbander umgesetzt. 

Erfindungsgemafc werden im Mikroskopbild zunachst die Fluoreszenz- 
Intensitaten der einzelnen Fluoreszenzbander bestimmt und mit vorher festge- 
5 legten Intensitats-Sollwerten verglichen. Die Bestimrnung der Fluoreszenz- 
Intensitaten kann beispielsweise visuell oder mithilfe eines Intensitatsmessers 
vorgenommen werden. Dieser kann beispielsweise aus einer Video- oder 
CCD-Kamera mit nachgeschaltetem Bildanalyse-System bestehen. 

Dabei kann fur jedes Fluoreszenzband ein anderer Intensitats-Sollwert festge- 
10 - legt sein.-ln der Praxis orientieren sich die Sollwerte aber an konkreten Auf- 
gabenstellungen des Mikroskop-Anwenders. Soil beispielsweise das Mikro- 
skop-Bild entweder fotografisch oder mit einer Videokamera dokumentiert 
werden und dabei jedes Fluoreszenzband im Foto oder im Video-Bild gleich 
hell wiedergegeben werden, hangt die Hohe der Sollwerte von der spektralen 
15 Empfindlichkeit des Films bzw. der Kamera ab. Daher mufJ deren spektrale 
Empfindlichkeit bei der Festlegung der Sollwerte fur die verschiedenen Anre- 
gungsbander berucksichtigt werden. 

So mussen die gewunschten Sollwerte alle gleich - und zwar gleich der nied- 
rigsten Fluoreszenz-lntensitat - sein, sofern der Film oder die Kamera alle 

2 0 Spektralfarben mit gleicher Intensitat wiedergibt. 1st die spektrale Empfindlich- 

keit der Videokamera oder des Films jedoch nicht konstant, so mussen ent- 
sprechend unterschiedliche Sollwerte fur die verschiedenen Fluoreszenzban- 
der festgelegt werden, um die Fluoreszenzbander gleich hell wiedergeben zu 
konnen. 

7 5 ftnllfin anHfirerspit ft hpstimmtfi Fl i i nrpc;7Pn 7h5nr1pr anf d p m Fnt n oder dem 

Videobild nicht erscheinen, also ausgeblendet werden, so mussen fur diese 
die Sollwerte gleich Null sein. Dabei erweist es sich als gunstig, wenn zusatz- 
lich fur die nicht ausgeblendeten Fluoreszenzbander die Sollwerte gleich der 
niedrigsten ihrer Intensitaten sind. Dann erscheinen diese Fluoreszenzbander 

3 0 alle gleich hell. 
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Fur jedes Anregungsband, das einer von den Sollwerten abweichenden Fluo- 
reszenz-lntensitat zugeordnet ist. wird erfindungsgemafj ein auf das betref- 
fende Anregungsband abgestimmtes selektives Filter in den Beleuchtungs- 
strahlengang gebracht. Sein spektraler Transmissionsverlauf ist so ausgelegt, 
dafj ausschlieBlich die Intensity des betreffenden Anregungsbandes reduziert 
wird, die ubrigen Spektralbereiche aber ungehindert durchgelassen werden. 

In einem erfindungsgemafien Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur Durchfuh- 
rung des erfindungsgemafien Verfahrens ist ein Filterschieber-Satz aus meh- 
reren einzeln verschiebbaren Filterschiebern dicht neben der Aperturblenden- 
ebene senkrecht in den Beleuchtungstrahlengang eingefugt. 

Der Aufbau der Filterschieber hangt von der Anzahl der verschiedenen Anre- 
gungsbander des Multiband-Fluoreszenz-Mikroskops ab. Bei einer Anzahl von 
n Anregungsbandern besitzt jeder Filterschieber n auf die Anregungsbander 
abgestimmte, selektive Filter, die Flachenbereiche mit hohen und niedrigen 
15 Transmissionsgraden aufweisen. 

Die unterschiedlichen Transmissionsgrade werden erzielt, indem nur bestimm- 
te Flachenanteile des Strahlquerschnitts mit separaten Filter-Flachenelemen- 
ten belegt werden. Dabei wird auf eine moglichst gleichmaUige Flachenbele- 
gung des Strahlquerschnitts geachtet. so dafi keine einseitige Abschattung 
des Strahlquerschnitts und damit auch keine einseitige Ausleuchtung der 
Pupillen erfolgt. Dadurch wird eine schiefe Beleuchtung und damit ein latera- 
ls Wandern der Bildpunkte beim Fokussieren vermieden. 

Die Filter mussen unabhangig voneinander einzeln oder kombiniert mit dem 
gewunschten Flachenbereich bzw. der gewunschten Transmission in den 
-Beteuc htung os trahlcngang oinfugb ar-s oin. Daboi muos c n b c i n A niegwgs- 
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bandern maximal n-1 Filter miteinander kombinierbar. d.h. gleichzeitig in den 
Beleuchtungsstrahlengang einfugbar, sein. Dies ist ausreichend, da nie alle 
Anregungsbander gleichzeitig gedampft werden mussen, weil in der Regel ein 
Anregungsband den IntensitSts-Sollwert liefert und unverandert bleibt. Ebenso 
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mussen nicht alle Anregungsbander gleichzeitig ausgeloscht werden, da dies 
einem Abschalten der Beleuchtung gleichkommt. 

Urn die erforderlichen Kombinationen aus n-1 Filtern zu erzielen, sind in einer 
vorteilhaften Ausfuhrungsform eines erfindungsgemSIJen Multiband- 
Fluoreszenz-Mikroskops mit n Anregungsbandern auf n-1 Schiebe-Ebenen 
n-1 einzeln verschiebbare Filterschieber angeordnet, die dicht parallel neben 
der Aperturblendenebene in geringem Abstand zueinander liegen und in 
Kombination wirksam sind. Mit jedem Filterschieber kann jeweils ein Filter fur 
ein Anregungsband passend eingestellt werden, so dali insgesamt maximal 
n-1 Anregungsbander (eines weniger als die maximale Anzahl) gezielt ge- 
dampft oder ausgeloscht werden konnen. 

Fur zwei Anregungsbander ist es ausreichend, wenn die beiden erforderlichen 
Filter in einer einzigen Schiebe-Ebene (n-1=1)angeordnet sind, da entweder 
nur das eine oder nur das andere Filter in den Beleuchtungsstrahlengang ein- 
geschoben werden mufi. Daherwird ein Filterschieber-Satz zur Beeinflussung 
von zwei Anregungsbandern vorzugsweise einteilig, also mit nur einem Filter- 
schieber, aufgebaut. Fur mehr als zwei Anregungsbander muG jedoch ein 
entsprechend mehrteiliger Filterschieber-Satz mit n-1 einzeln verschiebbaren 
Filterschiebern vorgesehen werden. 

Aufcer den selektiven Filtern fur die verschiedenen Anregungsbander weist 
jeder Filterschieber mindestens eine freie Offnung mit dem Strahldurchmesser 
des Beleuchtungsstrahlengangs auf. Dabei ist neben jedem Filter eine freie 
Offnung angeordnet. Je nach Ausfuhrungsform konnen die Filter auch direkt 
urn eine einzige freie Offnung gruppiert sein. Der Transmissionsgrad der Filter 
nimmt in Verschieberichtung mit zunehmendem Abstand von der freien Off- 



nung ab. Jedes Filter weist dabei einen Flachenbereich mit dem geringsten 
Transmissionsgrad und einem Mindestdurchmesser gleich dem Strahldurch- 
messer x auf. Wenn dieser Flachenbereich in den Beleuchtungsstrahlengang 
eingebracht ist, wird das zugehorige Anregungsband maximal, d.h. auf den 
Wert Null, gedampft. 
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Durch richtiges Positionieren jedes einzelnen Filters im Beleuchtungsstrah- 
lengang wird der auf den Beleuchtungsstrahlengang wirksame Transmissi- 
onsgrad individuell genau so eingestellt, daG durch Dampfung des dem Filter 
zugeordneten Anregungsbandes die daraus resultierende Fluoreszenz- 
5 Intensitat mit ihrem Intensitats-Sollwert ubereinstimmt. Zur Durchfuhrung die- 
ses Verfahrensschritts sind jedem Filterschieber separate Verstellmittel zuge- 
ordnet, die durch Verschieben und/oder Drehen des Filterschiebers das voll- 
standige Oder teilweise Qberdecken des Beleuchtungsstrahlengangs mit dem 
geeigneten Flachenbereich des Filterschiebers bewirken. So kann wahlweise 
10 die freie Offnung oder eines oder mehrere der Filter oder Kombinationen aus 
- Filterflachen und der freien Offnung in den Beleuchtungsstrahlengang einge- 
bracht werden. Wenn dieser letzte Verfahrensschritt fur alle Filter und damit 
alle Anregungsbander vorgenommen wurde, stimmen alle Fluoreszenz- 
lntensitaten mit ihren Sollwerten uberein. 

15 Auch nach optimaler Einstellung der Fluoreszenz-lntensitaten durch Anwen- 
dung des erfindungsgema&en Verfahrens mithilfe eines angegebenen Multi- 
band-Fluoreszenz-Mikroskops werden nach einiger Zeit wieder Abweichungen 
der Fluoreszenz-lntensitaten von den Sollwerten auftreten. Dies liegt daran, 
dali die verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffe fur die verschiedenen Anre- 

20 gungsbander unterschiedlich schnell verblassen, d.h. sie zeigen ein spezifi- 
sches Fading. 

Daher werden in einer vorteilhaften Ausfuhrung des Verfahrens die zeitlichen 
Veranderungen der Fluoreszenz-lntensitaten fortlaufend bestimmt. Die im 
Beleuchtungsstrahlengang wirksamen Transmissionsgrade der Filter werden 
25 dann wiederholt in bestimmten zeitlichen Abstanden so eingestellt, dad die 

Huoreszenz - lntensit a ton stets wi or tor mit ihr n n g?r.ii,., r, r t n n z ur Qbc r c inc t i m 

mung gebracht werden. 

Eine besonders vorteilhafte Ausgestaltung des Verfahrens gestattet einen 
automatischen Fading-Ausgleich. Dazu werden die zeitlichen Veranderungen 
3 0 der Fluoreszenz-lntensitaten automatisch fortlaufend bestimmt. Dazu kann 
beispielsweise das Mikroskop-Bild automatisch fortlaufend mit einer Video- 
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Kamera aufgenommen und die darin enthaltenen Fluoreszenz-lntensitaten mit 
einem Bildanalyse-System bestimmt und mit den vorgegebenen Sollwerten 
verglichen werden. 

Dann werden die Transmissionsgrade der Filter automatisch fortlaufend ver- 
andert und angepallt, so dafi die Fluoreszenz-lntensitaten stets auf den In- 
tensitats-SolIwerten gehalten werden. Dazu konnen beispielsweise motorisch 
betriebene Verstellmittel eingesetzt werden. Die Ansteuerung der Motoren 
und Regelung der Fluoreszenz-lntensitaten auf die Sollwerte kann durch eine 
Elektronik und einen Rechner erfolgen, dem die Signale der Videokamera 
bzw. des Bildanalyse-Systemszugefuhrt werden. . 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der schematischen Zeichnung naher 
erlautert. Es zeigen : 

Fig. 1 : einen Strahlengang eines erfindungsgemaflen Multiband- 

Fluoreszenz-Mikroskops; 
Fig. 2a-d : verschiedene Ausgestaltungen eines Filterschiebers fur 

ein Zweiband-Fluoreszenz-Mikroskop; 
Fig. 2e : den spektralen Transmissionsverlauf der Anregungsbander und 

der zugeordneten Filter eines Filterschiebers fur ein Zweiband- 
Fluoreszenz-Mikroskop; 
Fig. 3a-c : verschiedene Ausgestaltungen eines Filterschiebers fur einen 

zweiteiligen Filterschieber-Satz eines erfindungsgemalien 

Dreiband-Fluoreszenz-Mikroskops; 
Fig. 3d : den spektralen Transmissionsverlauf der Anregungsbander und 

der zugeordneten Filter eines Filterschiebers fur ein Dreiband- 

Fluoreszenz-Mikroskop; 
Fig. 4a-b : verschiedene Ausgestaltungen eines hiiterschiebers fur einen 

dreiteiligen Filterschieber-Satz eines erfindungsgemafien 

Vierband-Fluoreszenz-Mikroskops; 
Fig. 4c : den spektralen Transmissionsverlauf der Anregungsbander und 

der zugeordneten Filter eines Filterschiebers fur ein Vierband- 

Fluoreszenz-Mikroskops; 
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Fig. 1 zeigt einen Strahlengang eines erfindungsgemalXen Multiband- 
Fluoreszenz-Mikroskops zur Durchfuhrung des erfindungsgemafJen Verfah- 
rens. Von einer Lichtquelie 1 geht ein Beleuchtungsstrahlengang mit einer 
optischen Achse 2 aus, in dem nacheinander ein Kollektor 3, ein erstes Lin- 
5 senglied 4, eine AperturbJende 5 t ein zweites Linsenglied 6, eine Leuchtfeld- 
blende 7, ein drittes Linsenglied 8 und ein Anregungsfilter 9 zur Erzeugung 
der Anregungsbander angeordnet sind. Der Beleuchtungsstrahlengang wird 
an einem Strahlteiler 10 zu einem Objektiv 1 1 umgelenkt. Er passiert das 
Objektiv 11 und erreicht ein Fluoreszenz-Objekt 12, das auf einen Objekttisch 
10 13 aufgelegt ist 

Die von dem Anregungsfilter 9 erzeugten Anregungsbander im Beleuch- 
tungsstrahlengang werden durch Fluoreszenz-Farbstoffe, die in das Fluores- 
zenz-Objekt 12 eingebracht wurden, in Fluoreszenzbander umgesetzt und 
diese von dem Fluoreszenz-Objekt 12 frequenzverschoben emittiert. Dieses 

15 Fluoreszenzlicht durchlauft das Objektiv 1 1 , den Strahlteiler 10, ein Aus- 

gangsfilter 14, eine Tubuslinse 15 und erreicht eine Zwischenbildebene 16. 
Das hier erzeugte Zwischenbild kann von einem Mikroskop-Anwender mit 
einem Okular 17 betrachtet werden. Ober einen TV-Ausgang wird das Zwi- 
schenbild zusatzlich auf eine Videokamera 18 mit nachgeschaltetem Bildana- 

20 lyse-System 19 abgebildet. Mit diesem Aufbau konnen sowohl visuell uber 
das Okular 17 oder mithilfe des Bildanalyse-Systems 19 die Fluoreszenz- 
Intensitaten der einzelnen Fluoreszenzbander im Mikroskopbild bestimmt und 
mit Intensitats-Sollwerten grofSer oder gleich Null verglichen werden. 

Zur Dampfung der Anregungsbander ist erfindungsgemafi ein Filterschieber- 
25 Satz 20 , in diesem Beispiel bestehend aus zwei Filterschiebern 21a und 21b , 

senkidUil zui uplis cl ien Ac h se 2 des Beleuchtungsstr a hlengangs dicht ne- 

ben, d.h. hinter bzw. vor, der Aperturblendenebene 24 in den Beleuchtungs- 
strahlengang eingebracht. Auf jedem Filterschieber 21a, 21b sind eine freie 
Offnung 22 und daneben mehrere auf die Anregungsbander abgestimmte, 
3 0 selektive Filter 23 angeordnet. Durch eine moglichst enge Anordnung der Fil- 
terschieber 21a, 21b wird erreicht, dali die Filter 23 moglichst dicht neben der 
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Aperturblendenebene 24 liegen. Dadurch wird sichergestellt, daft die einge- 
schobenen Filterschieber 21a, 21b nicht im Bild sichtbar werden. Ein weiterer 
Vorteil ist, daft hier die geringste Strahlaufweitung auftritt, so daft die Flachen 
der Filter 23 moglichst klein gehalten werden konnen. 

Erfindungsgemaft sind jedem Filterschieber Verstellmittel zugeordnet. Dabei 
sind in preiswerteren Ausfuhrungsformen auch Verstellmittel mit manueller 
Verstellmoglichkeit einsetzbar. Motorische Verstellmittel sind zwar teurer, er- 
lauben jedoch eine Automatisierung des erfindungsgemaften Verfahrens. 

In dem hier dargestellten Ausfuhrungsbeispiel sind als Verstellmittel fur die 
Filterschieber 21a, 21b zwei Motoren 25a, 25b angeordnet, welche die Filter- 
schieber 21a, 21b parallel zur Aperturblendenebene 24 verschieben und/oder 
drehen konnen. Mittels der Motoren 25a, 25b kann von dem jeweils zugeord- 
neten Filterschieber 21a bzw. 21b entweder die freie Offnung 22 oder ein se- 
lektives Filter 23 oder eine Kombination aus beiden in den Beleuchtungsstrah- 
lengang eingebracht werden. Die Motoren 25a, 25b werden von einer Steuer- 
eiektronik 26 angesteuert, die ihr Eingangssignal von dem Bildanalyse- 
System 19 erhalt. 

Das Bildanalyse-System 19 ermittelt aus dem Kamera-Signal die Abweichung 
der Fluoreszenz-Intensitaten von ihren Sollwerten. Dann werden diejenigen 
Anregungsbander, welche die Sollwert-Abweichungen verursachen, bestimmt 
und jedem dieser Anregungsbander wird zur Dampfung einer der Filterschie- 
ber 21a, 21b zugeordnet. In dem dargestellten Beispiel konnen somit zwei 
Anregungsbander vollstandig, also auf den Wert Null, oder auch teilweise ge- 
dampft werden. Furjeden Filterschieber 21a, 21b wird ein Ansteuersignal fur 
die zugehorigen Motoren 25 a, 25b erzeugt. Jeder Filterschieber 21a, 21b wird 
mittels des zugehorigen Motors 25a, 25b stufenlos so verschoben, daft ein 
auf das zugeordnete Anregungsband selektiv wirksames Filter 23 in den Be- 
leuchtungsstrahlengang gebracht wird. Dann wird der Filterschieber 21a bzw. 
21b weiter verschoben, bis ein Flachenbereich des eingefugten Filters 23 mit 
einem solchen Transmissionsgrad im Beleuchtungsstrahlengang ist, durch 
den das zugeordnete Anregungsband auf den Intensitats-Sollwert gedampft 
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wird. Auf diese Weise werden alle Anregungsbander auf ihre Intensitats- 
Sollwerte eingestellt. 

Nachfolgend werden verschiedene Ausgestaltungen des Filterschieber-Satzes 
20 bzw. der Filterschieber 21 und die dazugehorigen spektralen Trans- 
5 missionsverlaufe der darauf angeordneten Filter erlautert. 

In Fig. 2a ist ein Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemaSes Multiband- 
Fluoreszenz-Mikroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt. Auf 
einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein LangpaU-Filter 29 zur Intensitats- 
Reduzierung des kurzwelligen Anregungsbandes A und ein Kurzpali-Filter 28 
ro z^Tntensitats-Reduzierulig'deslang^ - 
schiedliche Aufdampfschichten aufgebracht. Sie befinden sich an den Enden 
der Glasplatte 27, dazwischen liegt in der Mitte des Filterschiebers 21 die freie 
Offnung 22. Deren Querschnitt ist gleich dem Strahldurchmesser x in der 
Aperturblende 5 des Beleuchtungsstrahlengangs. Durch hier nicht dargestellte 
Verstellmittel kann der Filterschieber 21 in Langsrichtung in beiden Richtun- 
gen parallel zur Aperturblendenebene 24 stufenlos verschoben werden. Die 
Bewegung ist durch einen Doppelpfeil angedeutet. 

Das KurzpaB-Filter 28 und das Langpafc-Filter 29 sind in dieser Ausfuhrung 
jeweils als zusammenhangende Aufdampfschicht aufgebracht. Die Transmis- 
2 o sion der beiden Filter 28, 29 ist direkt neben der freien Offnung 22 am groRten 
und nimmt mit dem Abstand von der freien Offnung 22 ab. Dazu ist neben der 
freien Offnung 22 der Filterschieber 21 nicht vollflachig mit den Filtern 28, 29 
belegt. sondern der Anteil der Filterflachen nimmt von der freien Offnung 22 
zu den Enden des Filterschiebers 21 zu. 

^ 5 Go bilUen die AufUdiiipfsdiio l Utiii an den Enden des Fillet s chiebers 1 1 ein 

Rechteck mit einer Mindestkantenlange gleich dem Strahldurchmesser x. 
Wenn diese aufgedampfte Rechteck-Flache den Beleuchtungsstrahlengang 
vollflachig abdeckt, ist damit der geringste prozentuale Transmissionsgrad 
eingestellt und das zugehorige Anregungsband wird vollstandig, also auf den 

3 0 Wert Null, gedampft. An die aufgedampfte Rechteck-Flache grenzt die Basis 
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einer aufgedampften Dreieck-Flache, dessen gegenuberliegende Ecke gegen 
die freie Offnung 22 weist 

Durch die aufgedampften Dreieck-Flachen, die den Strahldurchmesser stets 
nur anteilig uberdecken, nimmt der Transmissionsgrad des Kurzpafc-Filters 28 
und des Langpali-Filters 29 jeweils in Verschieberichtung von der freien Off- 
nung 22 zu den Enden des Filterschiebers 21 ab. Durch Einfugen eines be- 
liebigen Fiachenanteils des KurzpaG-Filters 28 oder des Langpafc-Filters 29 
lafit sich jeder gewunschte Transmissionsgrad der Filter 28, 29 im Beleuch- 
tungsstrahlengang realisieren und damit das eine oder das andere Anre- 
gungsband beliebig abschwachen oder ausblenden. 

In Fig. 2b ist ebenfalls ein Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemaSes Multi- 
band-Fluoreszenz-Mikroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt. 
Auf einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein KurzpafS-Filter 28 zur Filterung 
des langweliigen Anregungsbandes A und ein Langpafl-Filter 29 zur Filterung 
des kurzwelligen Anregungsbandes D als unterschiedliche Aufdampfschichten 
aufgebracht. 

Auch hier weisen, wie in Fig. 2a, die Aufdampfschichten in Richtung der freien 
Offnung 22 eine dreieckige Kontur auf. Allerdings sind hier die Dreiecke je- 
weils nicht als zusammenhangende Flache, sondern als kleine, gleich grofce 
Flachenelemente 30 aufgedampft. Dadurch ergibt sich fur die beiden Filter 28, 
29 ein langerer Verstellbereich mit hoheren Transmissionen. An den Enden 
des Filterschiebers 21 bilden die Aufdampfschichten ein Rechteck mit einer 
Mindestkantenlange gleich dem Strahldurchmesser x und damit einen Bereich 
der geringsten Transmission, mit dem das zugeordnete Anregungsband auf 
Null gedampft werden kann. 

In Fig. 2c ist ein weiterer Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemafJes Multi- 
band-Fluoreszenz-Mikroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt. 
Auf einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein Kurzpali-Filter 28 zur Filterung 
des langweliigen Anregungsbandes A und ein Langpali-Filter 29 zur Filterung 
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■ des kurzwelligen Anregungsbandes D als unterschiedliche Aufdampfschichten 
aufgebracht. Dazwischen befindet sich eine freie Offnung 22. 

Die Filter 28. 29 sind in dieser Ausfiihrung des Filterschiebers 21 neben der 
freien Offnung 22 als separate, beliebig geformte (hier kreisformige) Fla- 
chenelemente 30 aufgedampft. Dabei nimmt die Grofie der Flachenelemente 
30 und damit der Anteil der bedampften Flache des Filterschiebers 21 von der 
fre,en Offnung 22 zu den Enden des Filterschiebers 21 2U . Neben der freien 
Offnung 22 ist der Transmissionsgrad der Filter 28. 29 am groSten und nimmt 
.n Verschieberichtung zu den Enden des Filterschiebers 21 ab. An den beiden 
Endendes FHte^eber^weisen diebeiden Filter 28. 29 jeweils eine voll- 
flachig bedampfte Flache mit dem geringsten Transmissionsgrad au^ die 
mindestens den Durchmesser x der Strahlengangs hat. 

In Fig. 2d ist ebenfalls ein Filterschieber 21 fur ein erfindungsgemafces Multi- 
band-Fluoreszenz-Mikroskop mit zwei Anregungsbandern A und D dargestellt 
Auf einer rechteckigen Glasplatte 27 sind ein KurzpaG-Filter 28 zur Filterung 
des langwelligen Anregungsbandes A und ein LangpafJ-Filter 29 zur Filterung 
des kurzwelligen Anregungsbandes D als unterschiedliche Aufdampfschichten 
aufgebracht. Dazwischen befindet sich eine freie Offnung 22. 

In dieser Ausfuhrungsform sind die Aufdampfschichten als streifenformige 
Flachenelemente 30 aufgebracht. wobei die Breite der Streifen von der Mitte 
zu den Enden des Filterschiebers 21 zunimmt. Dadurch nimmt die Transmis- 
sion in Verschieberichtung von der freien Offnung 22 zu den Enden des Fil- 
terschiebers 21 ab. Auch hier weisen die beiden Filter 28. 29 an den beiden 
Enden des Filterschiebers 21 jeweils eine vollflachig bedampfte Flache mit 
dem geringsten Transmissionsgrad auf. die mindeste ns den Durchmesser x 
der Strahlengangs hat. — 



In Fig. 2b sind in Abhangigkeit von der Lichtwellenlange X die spektralen 
Transmissionskurven der kurzwelligen Anregungsbandes A und des langwel- 
ligen Anregungsbandes D sowie die Transmissionskurven T A . T D der zugeho- 
rigen selektiven Filter, also des Langpafi-Filters fur das kurzwellige Anre- 
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gungsband A und des Kurzpafi-Filters fur das langwellige Anregungsband D, 
dargestellt. Die Filter A und B sind so ausgewahlt. dafi sie nur selektiv das 
jeweils zugehdrige Anregungsband ausfiltern, jedoch die ubrigen Wellenlan- 
genbereiche ungehindert durchlassen. 

5 Fig. 3a zeigt einen rechteckigen Filterschieber 21 eines zweiteiligen Filter- 
schieber-Satzes 20 fur ein erfindungsgemafies Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskop mit drei Anregungsbandern A, B. D. In dieser Ausfuhrungsform 
besteht der Filterschieber-Satz 20 aus zwei identischen dieser rechteckigen 
Filterschieber 21 , die dicht hintereinander neben der Aperturblendenebene 24 
10 in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt werden. 

In der Mitte des Filterschiebers 21 ist die freie Offnung 22 mit dem Durchmes- 
ser x des Beleuchtungsstrahlengangs 2 vorgesehen. An den beiden Enden 
des Filterschiebers 21 sind zwei unterschiedliche Kombinationen aus jeweils 
zwei der drei selektiven Filter 28. 29, 31 fur die Anregungsbander A. B. D als 

15 Aufdampfschichten aufgebracht. Die beiden Filter 28. 31 bzw. 29. 31 an ei- 

nem Ende sind jeweils so nebeneinander angeordnet, dad beide Filter anein- 
ander und an die freie Offnung 22 angrenzen. Jedes Filter 28. 29. 31 weist 
dabei einen Bereich der geringsten Transmission mit mindestens dem 
Durchmesser x des Beleuchtungsstrahlengangs 2 auf. Dadurch besitzt der 

20 Filterschieber 21 an seinem kurzen Ende mindestens eine Breite von 2x. 

Der Transmissionsgrad der Filter 28. 29. 31 nimmt in der Langsrichtung des 
Filterschiebers 21. also in der Verschieberichtung. von derfreien Offnung 22 
zu den Enden ab. Dies ist in dem hier dargestellten Beispiel realisiert. indem 
die aufgedampfte Flache jedes Filters 28. 29. 31 jeweils von der freien Off- 
25 nung 22 zum Ende des Filterschiebers 21 zunimmt. 



Fur jeden der beiden identischen Filterschieber 21 des Filterschieber-Satzes 
sind separate Verstellmittel 25 zum Verschieben des Filterschiebers 21 
parallel zur Aperturblendenebene 24 sowohl in Langsrichtung als auch in 
Querrichtung vorgesehen. Dadurch ist es moglich, die Filter 28. 29, 31 einzeln 
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Oder kombiniert, vollflachig oder mit nur einem Teil ihrer Flache in den Be- 
leuchtungsstrahlengang einzubringen. 

Fig. 3/>zeigt einen kreisformigen Filterschieber 21 eines zweiteiligen Filter- 
schieber-Satzes 20 fur ein erfindungsgemafies Multiband-Fluoreszenz- 
5 Mikroskop mit drei Anregungsbandern A, B, D. In dieser vorteilhaften Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemalien Multiband-Fluoreszenz-Mikroskops be- 
steht der Filterschieber-Satz 20 aus zwei identischen dieser kreisformigen 
Filterschieber 21, die dicht hintereinander neben der Aperturblendenebene 24 
in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt werden. Auf jedem Filterschieber 
2 li s ijjg, fre L e QfffiHQg 22 in der Mitte y orgesehen., Daran a ngrenzend sind 
als aneinander angrenzende, aufgedampfte Kreisringsektoren drei selektive 
Filter 28, 29, 31 fur die Anregungsbander A, B, D angeordnet. 

Die Filter 28, 29, 31 besitzen jeweils einen radial abnehmenden Transmissi- 
onsgrad, der neben der freien : Offnung 22 am gro&ten ist. Dies wird beispiels- 
15 weise dadurch erzielt wird, daG die Filter 28, 29, 31 nicht vollflachig aufge- 

dampft werden. Statt dessen sind neben der freien Offnung 22 radial breiter . 
zulaufende, aufgedampfte Flachenelemente 30 mit unbedampften Flachenbe- 
reichen dazwischen aufgebracht, so dali der Anteil der bedampften Flache 
jedes Filters 28,29,31 radial zunimmt. 

2 0 Mittels separater Verstellmittel (hier nicht dargestellt) kann jeder der beiden 
identischen Filterschieber 21 des Filterschieber-Satzes 20 einzeln und parallel 
zur Aperturblendenebene 24 verschoben werden. Er kann dabei entweder 
lateral in einer Richtung verschoben und zusatzlich gedreht werden (wie in der 
Fig. 3b angedeutet) oder alternativ in einer Ebene in zwei Richtungen ver- 

25 schoben werden. Dadurch kann jeder beliebige Flach enanteil des Filterschie- 
bers 21, also z.B. die freie Offnung 22 oder eines der Filter 28, 29, 31 mit dem 
gewunschten Transmissionsgrad, in den Beleuchtungsstrahlengang einge- 
bracht werden. Durch die Anordnung zweier gleicher Filterschieber 21 im Be- 
leuchtungsstrahlengang konnen zwei beliebige der drei Filter 28, 29, 31 
30 gleichzeitig in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt werden, so dafi zwei 
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der drei Anregungsbander gleichzeitig auf die vorbestimmten Sollwerte abge- 
schwacht bzw. sogar ganz ausgeblendet werden konnen. 

Fig. 3c zeigt eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform eines Filterschie- 
bers 21 fur einen zweiteiligen Filterschieber-Satz 20 eines erfindungsgema- 
5 Ben Multiband-FIuoreszenz-Mikroskops mit drei Anregungsbandern A, B t D. 
In dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskops besteht der Filterschieber-Satz 20 aus zwei identischen dieser 
kreisformigen Filterschieber 21, die dicht hintereinander neben der Aper- 
turblendenebene 24 in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt werden. 

10 Die Filter 28, 29, 31 fur die Anregungsb^hd^^ siiid auf dem Filter- 

schieber 21 so vorteilhaft angeordnet, da(i er nur gedreht, aber nicht verscho- 
ben werden mufi (Drehbewegung ist angedeutet). Das vereinfacht den Auf- 
bau der mechanischen Oder auch motorischen Verstellmittel, die jedem der 
beiden Filterschieber 21 separat zugeordnet sind (hier nicht dargestellt). 

15 Um dies zu erreichen, ist jeder Filterschieber 21 kreisformig aufgebaut, in 

sechs Sektoren gegliedert und um seine Mitte drehbar gelagert. Die Kreismit- 
te liegt au&erhalb des Beleuchtungsstrahlengangs. Jeder Sektor kann durch 
Drehen des Filterschiebers 21 in den Beleuchtungsstrahlengang einge- 
schwenkt werden und ihn voll abdecken. Der Strahlquerschnitt mit dem 

2 0 Durchmesser x ist eingezeichnet 

Jeder zweite Sektor ist eine freie Offnung 22. Dazwischen ist jeweils eines der 
d re j Filter 28, 29, 31 fur die drei Anregungsbander A, B, D aufgebracht, z.B. 
aufgeklebt oder aufgedampft. Jedes Filter 28, 29, 31 weist innerhalb seines 
Kreissektors in einer der beiden Drehrichtungen einen Anstieg des Transmis- 

25 sionsgrads, beispie l swe i se durch unterschiedli ch e r id chenbel egung mit auf- 

gedampften Flachenelementen, auf. Dadurch besitzt jedes Filter 28, 29, 31 
neben der einen benachbarten freien Offnung 22 einen maximalen Transmis- 
sionsgrad und neben der anderen benachbarten freien Offnung 22 einen mi- 
nimalen Transmissiongrad. Durch Drehen des Filterschiebers 21 kann eine 

3 o der freien Offnungen 22 oder eines der Filter 28, 29, 31 mit der gewunschten 
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Transmission oder eine Kombination aus beiden in den Beleuchtungsstrah- 
lengang eingebracht werden. Der Einsatz von zwei identischen Filterschiebern 
21 als Filterschieber-Satz ermoglicht es, bis zu zwei der drei Anregungsban- 
der A, B, D gleichzeitig und unabhangig von einander auf den gewunschten 
Sollwert zu dampfen. 

Fig. 3tfzeigt in Abhangigkeit von der Lichtwellenlange X die spektralen 
Transmissionskurven des kurzwelligen Anregungsbandes A, des langwelligen 
Anregungsbandes D und eines dazwischenliegenden Anregungsbandes B. 
Weiterhin sind die Transmissionskurven T A , T Bl T D der zugehdrigen selektiven 
Fi, Jf fi-a'so des LangpaS : Fi[ters_fur das kurawellige Anregungsband A, des 
KurzpaR-Filters fur das langwellige Anregungsband. D und eines selektiven 
Filters fur das Anregungsband B, dargestellt. Die Filter sind so ausgewahlt, 
dali sie nur selektiv das zugehorige Anregungsband ausfiltern, jedoch die 
ubrigen Wellenlangenbereiche ungehindert durchlassen. 

Fig. 4a zeigt einen kreisformigen Filterschieber 21 fur einen dreiteiligen Filter- 
schieber-Satz 20 eines erfindungsgemaGen Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskops mit vier Anregungsbandem A, B, C, D. In dieser Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaaen Multiband-Fluoreszenz-Mikroskops besteht der Fil- 
terschieber-Satz 20 aus drei identischen dieser kreisformigen Filterschieber 
21, die dicht hintereinander neben der Aperturblendenebene 24 in den Be- 
leuchtungsstrahlengang eingefugt werden. Jeder Filterschieber 21 weist in der 
Mitte eine freie Offnung 22 auf. Daneben sind als aneinander angrenzende 
Kreisringsektoren vier selektive Filter 28, 29, 31, 32 fur die Anregungsbander 
A, B, C, D aufgedampft. 

Der Transmissiongrad der Filter 28, 29, 31, 32 nimmt radial ab und ist neben 
der freien Offnung 22 am gro&ten. Dies wird beispielsweise dadurch erzielt, 
daB die Filter 28, 29, 31 , 32 nicht vollflachig, sondern als ringformige Fla- 
chenelemente 30 mit unbedampften Flachen dazwischen aufgedampft wer- 
den, wodurch der Anteil der bedampften Flache jedes Filters 28, 29, 31. 32 
radial zunimmt. 
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Jedem der drei Filterschieber 21 des Filterschieber-Satzes 20 sind separate 
Verstellmittel (hier nicht dargestellt) zugeordnet. Mithilfe dieser Verstellmittel 
kann jeder Filterschieber 21 einzeln und parallel zur Aperturblendenebene 24 
verschoben werden. Er kann dabei entweder lateral in einer Richtung ver- 
schoben und zusatzlich gedreht werden (wie in der Fig. 4a angedeutet) oder 
alternativ in einer Ebene in zwei Richtungen verschoben werden. 

Dadurch kann jeder beliebige Flachenanteil des Filterschiebers 21, also z.B. 
die freie Offnung 22 oder ein beliebiger Flachenanteil der Filter 28, 29 f 31, 32, 
in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht werden. Durch die Anordnung 
von drei gleiche nj 7 !^ 

drei beliebige der vier Filter 28, 29, 31, 32 gleichzeitig in den Beleuchtungs- 
strahlengang eingefugt werden. Damit konnen gleichzeitig bis zu drei der vier 
Anregungsbander A, B, C, D auf die vorbestimmten Sollwerte abgeschwacht 
bzw. sogarganz ausgeblendet werden. 

Fig. 4b zeigt eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform eines Filterschie- 
bers 21 fur einen dreiteiligen Filterschieber-Satz 20 fur ein erfindungsgema- 
(Ses Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop mit vier Anregungsbandern A, B, C t D. 
In dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften Multiband-Fluoreszenz- 
Mikroskops besteht der Filterschieber-Satz 20 aus drei identischen dieser 
kreisformigen Filterschieber 21, die dicht hintereinander neben der Aper- 
turblendenebene 24 in den Beleuchtungsstrahlengang eingefugt werden. 

Die Filter 28, 29, 31, 32 fur die Anregungsbander A, B, C, D sind auf dem Fil- 
terschieber 21 so vorteilhaft angeordnet, dafi er nur gedreht, aber nicht ver- 
schoben werden mufc (Drehbewegung ist angedeutet). Das vereinfacht den 
Aufbau der mechanischen oder auc h motorischen Verstellmittel, die jedem 
der drei Filterschieber 21 separat zugeordnet sind (hier nicht dargestellt). 

Dies wird dadurch erzielt, dad jeder Filterschieber 21 kreisformig aufgebaut, in 
acht Sektoren gegliedert und urn seine Mitte drehbar gelagert ist Die Kreis- 
mitte liegt aufierhalb des Beleuchtungsstrahlengangs. Durch Drehen des Fil- 
terschiebers 21 kann jeder Sektor ganz oder teilweise mit dem Beleuch- 
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tungsstrahlengang zur Deckung gebracht werden. Der Strahlquerschnitt mit 
dem Durchmesser x ist eingezeichnet. 

Jeder zweite Sektor ist eine freie Offnung 22 . Dazwischen ist jeweils eines 
der vier Filter 28, 29. 31 . 32 fur die drei Anregungsbander A. B, C, D aufge- 
bracht, z.B. aufgeklebt Oder aufgedampft. Jedes Filter 28, 29, 31, 32 weist 
innerhalb seines Kreissektors in einer der beiden Drehrichtungen einen An- 
stieg des Transmissionsgrads, beispielsweise durch unterschiedliche Fla- 
chenbelegung, auf. Dadurch besitzt jedes Filter 28, 29, 31, 32 neben der ei- 
nen benachbarten freien Offnung 22 einen maximalen Transmissionsgrad und 
neben der anderen benachbarten freien Offnung 22 einen minimalen Trans- 
missiongrad. 

Durch Drehen des Filterschiebers 21 kann eine der freien Offnungen 22 oder 
eines der Filter 28, 29, 31 , 32 mit der gewunschten Transmission oder eine 
Kombination aus beiden in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht wer- 
den. Durch den Einsatz von drei Filterschiebern 21 konnen bis zu drei der vier 
Anregungsbander A, B, C, D gleichzeitig und unabhangig von einander auf 
den gewunschten Sollwert gedampft werden. 

In Fig. 4c sind in Abhangigkeit von der Lichtwellenlange X die spektralen 
Transmissionskurven der kurzwelligen Anregungsbandes A, des langwelligen 
Anregungsbandes D und zweier dazwischen liegender Anregungsbander B 
und C dargestellt. Weiterhin sind die Transmissionskurven T A . T B , T c , T D der 
zugehorigen selektiven Filter, also des LangpafJ-Filters fiir das kurzwellige 
Anregungsband A, des KurzpaU-Filters fiir das langwellige Anregungsband D. 
eines selektiven Filters fiir das Anregungsband B und eines selektiven Filters 
fur das Anregungsband C. angegeben. Die Filter A. B, C, D sind so ausge- 
wahlt. dafS sie nur selektiv das jeweils zugehorige Anregungsband ausfiltern, 
jedoch die ubrigen Wellenlangenbereiche ungehindert durchlassen. 

Fur mehr als vier Anregungsbander muli der Filterschieber-Satz 20 entspre- 
chend erweitert werden. Allerdings wird es dann zunehmend schwieriger, die 
einzelnen Filter nahe genug neben der Aperturblende 5 unterzubringen. 
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Bezuaszeichenliste 

1 Lichtquelle 

2 optische Achse des Beleuchtungsstrahlengangs 

3 Kollektor 

4 erstes Linsenglied 

5 Aperturblende 

6 zweites Linsenglied 

7 Leuchtfeidblende 

8 drittes Linsenglied 
9""""Ahregungsfilter 

10 Strahlteiler 

1 1 Objektiv 

1 2 Fluoreszenz-Objekt 

13 Objekttisch 
1<| Ausgangsfilter 

15 Tubuslinse 

1 6 Zwischenbildebene 

17 Okular an Tubus (17') 

18 Videokamera 

19 Bildanalyse-System 

20 Filterschieber-Satz 

21 Filterschieber (auch 21a, 21b) 

22 freie Offnung 

23 selektive(s) Filter 

24 Aperturblendenebene 

25 Verstellmittel (25a, 25b Motoren) 

26 Steuerelektronik 

27 Gla splatte — 

28 KurzpaR-Filter fur das langwellige Anregungsband D(A, 4 ) 

29 Langpafl-Filter fur das kurzwellige Anregungsband A(^) 

30 Flachenelement(e) 

31 subtraktives Filter zu Anregungsband B(^ 2 ) 

32 subtraktives Filter zu Anregungsband C(k z ) 

x strahldurchmesser in der Aperturblendenebene 24 
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Anspruche 

1. Verfahren zur individuellen Anpassung von Anregungsintensitaten bei ei- 
nem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop mit mehreren spektral verschiede- 
nen Anregungsbandern, die von einem Fluoreszenz-Objekt (12) in Fluo- 
5 reszenzbander mit Fluoreszenz-lntensitaten umgesetzt werden, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die Fluoreszenz-lntensitaten der einzelnen Fluoreszenzbander im 
Mikroskopbild bestimmt und mit Intensitats-Sollwerten groBer oder 
gleich Null verglichen werden, 

10 b) fur jedes Anregungsband. das einer von den Intensitats-Sollwerten ab- 
weichenden Fluoreszenz-lntensitat zugeordnet ist, ein selektives Filter 
(23; 28, 29, 31, 32) in den Beleuchtungsstrahlengang gebracht wird, 
c) und die im Beleuchtungsstrahlengang wirksamen Transmissionsgrade 
der einzelnen Filter (23; 28, 29. 31, 32) stufenlos so eingestellt werden, 
daB durch Dampfung der zugehorigen Anregungsbander alle Fluores- 
zenz-lntensitaten auf ihre Intensitats-Sollwerte eingestellt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Sollwerte fur die verschiedenen Fluoreszenz-lntensitaten alle gleich der 
20 niedrigsten Fluoreszenz-lntensitat sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dad 

mindestens einer der Sollwerte fur die verschiedenen Fluoreszenz- 

intensitaten gleich Null ist. : 



15 



25 4. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB 

fur einige Fluoreszenz-lntensitaten die Sollwerte gleich Null sind und fiir die 
ubrigen gleich der niedrigsten Fluoreszenz-lntensitat sind. 



12 * 1998 



21 



. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dad 

die verschiedenen Fiuoreszenz-lntensitaten visuell bestimmt werden. 

. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die verschiedenen Fiuoreszenz-lntensitaten mit einem Intensitatsmesser 
bestimmt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die verschiedenen Fluoresz^ CCD- oder einer 

Video-Kamera (18) mit nachgeschaltetem Bildanalyse-System (19) be- 
stimmt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daft 

a) Veranderungen der Fiuoreszenz-lntensitaten fortlaufend bestimmt wer- 
den, 

b) und durch wiederholte Anpassung der im Beleuchtungsstrahlengang 
wirksamen Transmissionsgrade der Filter (23; 28, 29, 31, 32) die Fiuo- 
reszenz-lntensitaten stets wieder auf ihre Sollwerte gebracht werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) Veranderungen der Fiuoreszenz-lntensitaten automatisch fortlaufend 
bestimmt werden, 

b ) und Uu iU i dulu ui ati sch-forttatrf enJe Anpas surrg-dei im Deleuchttmgs— 

strahlengang wirksamen Transmissionsgrade der Filter (23, 28, 29, 31, 
32) die Fiuoreszenz-lntensitaten stets auf ihren Sollwerten gehalten 
werden. 
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10. Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur Ausubung des Verfahrens nach 
Anspruch 1, enthaltend einen Beleuchtungsstrahlengang mit einer Licht- 
quelle (1), einem Kollektor (3). mehreren Linsengliedern (4, 6, 8). einer 
Aperturblende (5), einer Leuchtfeldblende (7), einem Anregungsfilter (9) 
zur Erzeugung mehrerer Anregungsbander unterschiedlicher Lichtwellen- 
langen sowie einem Filterelement zur Beeinflussung dieser Anregungs- 
bander, ferner enthaltend einen Strahlteiler (10) und ein Objektiv (1 1), 
das den Beleuchtungsstrahl auf ein auf einem Objekttisch (13) liegendes 
Fluoreszenz-Objekt (12) richtet, welches uber den Strahlteiler (10), ein 
Ausgangsfilter (14) und eine Tubuslinse (15) in eine Zwischenbildebene 
(16) abgebildet wird, " ' • • • - 

dadurch gekennzeichnet, daft 

a) als Filterelement ein Filterschieber-Satz (20) aus einzeln verschiebba- 
ren, dicht beabstandeten Filterschiebern (21; 21a, 21b) dicht neben 
der Aperturblende (5) senkrecht in den Beleuchtungsstrahlengang ein- 
gefiigt ist, 

b) auf jedem Filterschieber (21) fur jedes Anregungsband ein selektives 
Filter (23; 28, 29, 31, 32) vorgesehen ist, das Flachenbereiche mit ho- 
hen und niedrigen Transmissionsgraden aufweist, 

c) zum vollstandigen Loschen des Anregungsbandes der Flachenbereich 
mit dem niedrigsten Transmissionsgrad einen Mindestdurchmesser 
gleich dem Strahldurchmesser (x) aufweist, 

d) neben jedem Filter (23; 28, 29, 31, 32) eine freie Offnung (22) mit dem 
Strahldurchmesser (x) angeordnet ist, 

e) der Transmissionsgrad jedes Filters (23; 28, 29, 31, 32) in Verschie- 
berichtung mit dem Abstand von der freien Offnung (22) abnimmt, 

f) und jedem Filterschieber (21) separate Verstellmittel (25) zugeordnet 
sind, mit denen ein beliebiger Flachenbereich des Filterschiebers (21) 
in den Beleuchtungsstrahlengang eingebracht werden kann. 
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1 1 . Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 1 0. 
dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung einer Anzahl n Anregungsbander 

a) der Filterschieber-Satz (20) aus n-1 Filterschiebern (21) auf separaten, 
5 dicht beabstandeten n-1 Schiebe-Ebenen parallel zur Aperturblenden- 

ebene (24) besteht, 

b) jeder Filterschieber (21) mindestens eine freie Offnung (22) und n se- 
lektive Filter (23; 28. 29. 31 , 32) fur die n Anregungsbander aufweist. 

12. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
10 dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung zweier Anregungsbander A, D ein einzelner Filter- 
schieber (21) vorgesehen ist, 

a) der an seinem einen Ende ein LangpaB-Filter (29) zur Intensitatsab- 
schwachung des kurzerwelligen Anregungsbandes A, 
15 b) an seinem anderen Ende ein Kurzpad-Filter (28) zur Intensitatsab- 

schwachung des langerwelligen Anregungsbandes D, 

c) und dazwischen die freie Offnung (22) aufweist. 

d) sowie Verstellmittel (25) zum kontinuierlichen Verschieben des Filter- 
schiebers (21) parallel zur der Aperturblendenebene (24) angebracht 

2 0 sind. 

13. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

a) der Filterschieber (21) eine lichtdurchlassige, rechteckige Glasplatte 
(27) aufweist, an deren Enden einander gegenuberliegend das Kurz- 

paS-r i Uet (28) und das La ii y p dR-ril le i (2 0 ) ala Au fdainpr&chichten 

aufgebracht sind, 

b) und das KurzpaU-Filter (28) und das LangpaU-Filter (29) jeweils in 
Verschieberichtung von derfreien Offnung (22) zu den Enden des Fil 
terschiebers (21) einen zunehmenden Anteil der bedampften Glas- 
oberflache und dadurch eine abnehmende Transmission aufweist. 
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14. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Flachen der beiden Aufdampfschichten an den Enden des Filterschie- 
bers (21) jeweils die Form eines Rechtecks mit einer Mindestkantenlange 
gieich dem Strahldurchmesser (x) haben, dem in Richtung der freien Off- 
nung (22) die Basis einer aufgedampften, gleichschenkiigen Dreieck- 
Flache angrenzt. 

15. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 12 t 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Aufdampfschichten ganz oder teilweise als nicht zusammenhangende 
Flache, sondern als Flachenelemente (30) aufgebracht slnd, deren GrdlSe 
Oder Abstande in Verschieberichtung von der freien Offnung (22) zu den 
Enden hin unterschiedlich gewahlt sind. 

16. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

zur Beeinflussung von drei Anregungsbandern A, B, D ein zweiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus zwei kreisformigen Filterschiebern (21) vor- 
gesehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21) eine kreisformige freie Offnung (22) in der 
Mitte aufweist, 

b) darum herum als drei Kreisringsektoren drei selektive Filter (28, 29, 
31) fur die Anregungsbander A, B, D mit radial abnehmendem Trans- 
missionsgrad angeordnet sihd, 

c) und jedem Filterschieber (21) separate Verstellmitte! (25) zugeordnet 
sind, mit denen die Filterschieber (21) unabhangig voneinander paral- 

lei zur Aperturblendenebene (2 /1 ) yprc r rhnh^n . , n < i/ 0f j o r g pr freh t wer 

den konnen. 

17. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

zur Erzielung eines radial abnehmenden Transmissionsgrads der Anteil 
der bedampften Flache der Filter (28, 29, 31) radial zunimmt. 
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18. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

zur Beeinflussung von drei Anregungsbandern A, B, D ein zweiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus zwei kreisformigen Filterschiebern (21) vor- 
5 gesehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21) in sechs, den Beleuchtungsstrahlengang ab- 
deckende Kreissektoren gegliedert und urn seine aufierhalb des 
Strahlengangs gelegene Mitte drehbar gelagert ist, 

b) jeder zweite Kreissektor eine freie Offnung (22) ist und dazwischen je- 
L0 weils eines der drei selektiven Filter (28^29, 31) fur die Anregungs-; 

bander A, B, D liegt, 

c) jedes Filter (28, 29, 31) in einer der beiden Drehrichtungen einen An- 
stieg des Transmissionsgrads aufweist, 

d) und separate Verstellmittel (25) zum Drehen jedes Filterschiebers (21) 
15 urn seine Mitte und parallel zur Aperturblendenebene (24) vorgesehen 

sind. 

19. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

zur Beeinflussung von drei Anregungsbandern A, B, D ein zweiteiliger 
2 0 Filterschieber-Satz (20) aus zwei rechteckigen Filterschiebern (21) vorge- 

sehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21) in der Mitte eine freie Offnung (22) und an 
seinen beiden Enden zwei unterschiedliche Kombinationen aus jeweils 
zwei der drei selektiven Filter (28, 29, 31) fur die Anregungsbander 

2 5 aufweist, 

b) der Transmissionsgrad der Filter (28, 29, 31) in der Langsrichtung des 

Filterschiebers (21) von der freien Offnung (22) zu den Enden ab- 
nimmt, 

c) und separate Verstellmittel (25) zum Verschieben des Filterschiebers 

3 0 (21) in Langsrichtung und parallel zur Aperturblendenebene (24) an- 

geordnet sind. 
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20. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung von vier Anregungsbandern A, B, C, D ein dreiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus drei kreisformigen Filterschiebern (21) vorge- 
sehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21)in der Mitte eine freie Offnung (22) und darum 
herum vier selektive Filter (28, 29, 31, 32) fiir die Anregungsbander als 
aneinander angrenzende, aufgedampfte Kreisringsektoren mit radial 
abnehmendem Transmissionsgrad aufweist 

b ) und separate Verstellmittel (25) zum V^schieben_und/oder Drehen je- 

des Filterschiebers (21) parallel zur Aperturblendenebene (24) vorge- 
sehen sind. 

21. Fluoreszenz-Mikroskop nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

zur Beeinflussung von vier Anregungsbandern A, B, C, D ein dreiteiliger 
Filterschieber-Satz (20) aus drei kreisformigen Filterschiebern (21) vorge- 
sehen ist, wobei 

a) jeder Filterschieber (21) in acht. den Beleuchtungsstrahlengang ab- 
deckende Kreissektoren gegliedert und urn seine auGerhalb des 
Strahlengangs gelegene Mitte drehbar gelagert ist, 

b) jeder zweite Kreissektor eine freie Offnung (22) ist und dazwischen je- 
weils eines der vier selektiven Filter (28, 29, 31, 32) fur die Anre- 
gungsbander liegt, 

• c) jedes Filter (28, 29. 31 , 32) in einer der beiden Drehrichtungen einen 
Anstiea des Transmi ssionsg ra rts aufw^i^t 



d) und separate Verstellmittel (25) zum Drehen jedes Filterschiebers (21) 
um seine Mitte und parallel zur Aperturblendenebene (24) vorgesehen 
sind. 
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Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur individuellen Anpassung von Anregungs- 
intensitaten bei einem Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop mit mehreren 
spektral verschiedenen Anregungsbandern und zugeordneten Fluores- 
5 zenzbandern angegeben. Die Intensitaten dereinzelnen Fluoreszenz- 

bander im Mikroskopbild werden bestimmt und mit Intensitats- 
Sollwerten grofcer oder gleich Null verglichen. Fur jedes Anregungs- 
band, das einer von den Intensitats-Sollwerten abweichenden Fluores- 
zenz-Intensitat zugeordnet ist, wird ein selektives Filter (23; 28, 29, 31, 

10 32) in den Beleuchtungsstrahlengang gebracht und dessen Transmissi- 

onsgrad stufenlos so eingestellt, dafi durch Dampfung des Anregungs- 
bandes die zugeordnete Fluoreszenz-lntensitat auf ihren Intensitats- 
Sollwert eingestellt wird. Ein Multiband-Fluoreszenz-Mikroskop zur 
Durchfuhrung des Verfahrens weist dicht neben der Aperturblende (5) 

15 einen Filterschieber-Satz (20) aus einzeln verschiebbaren, dicht beab- 

standeten Filterschiebern (21; 21a, 21b) mit selektiven Filtern (23; 28, 
29, 31, 32) mit kontinuierlich einstellbarem Transmissionsgrad fur jedes 
Anregungsband und mit mindestens einer freien Offnung (22) auf. Es 
werden verschiedene vorteilhafte Ausgestaltungen des Filterschieber- 

2 0 Satzes (20) angegeben. 



(Fig. 1) 
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